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Beschreibung 

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft apoptotisch wirksame Peptide sowie deren Verwendung zur Herstellung von 
Medikamenten. 

5 [0002] Apoptose ist ein genetisch kodiertes Selbstmordprogramm, welches in eukaryontischen Zellen unter bestimm- 
ten physiologischen oder pathologiseben Bedingungen induziert wird. Die Induktion der Apoptose muss ausserordent- 
lich prazise reguliert sein, denn eine Hyperaktivitat kann zu degenerativen Erkrankungen fuhren. Auf der anderen Seite 
kann eine verringerte Apoptose-Induktion zur Tumorprogression beitragen. 

[0003] Verschiedene niedermolekulare Induktoren der Apoptose wurden bereits beschrieben. Eine wichtige Klasse 
10 sind Tumorcytostauka. Auf welche Weise diese Cytostatika oder andere Substanzen Apoptose induzieren konnen, ist in 
den meisten Fallen jedocb unbekannt. 

[0004] Die Induktion von Apoptose kann beispielsweise uber eine Reihe von sog. Todesrezeptoren, d. h. Rezeptoren, 
die eine "Death Domain" (DD) enthalten, wie CD95, TNF-RI, DR3, DR4 oder DR5, erfolgen, die nacb Bindung ihrerLi- 
ganden Apoptose-Signalwege induzieren. Beispielsweise interagiert nach Bindung des CD95-Liganden der CD95-Re- 

15 zeptor mit dem Adapterprotein FADD/MORT1, wodurch das "Recruitment" und die Aktivierung der Protease FLICE/ 
Caspase-8, am DISC "Death Inducing Signalling Complex" induziert werden. FADD und FLICE enthalten jeweils "De- 
ath Effector Domains" PED). Die Induktion der Apoptose uber diese Apoptose-Signalwege ist von aussen beispiels- 
weise durch die Gabe von Zellgiften (cytotoxischen Substanzen), Bestrahlung, Viren, Entzug von Wachstumsfaktoren 
oder mechanische Zellverletzung moglich. Diese Moglichkeiten der Apoptose-Induktion sind allerdings von bestimmten 

20 Nachteilen bcgleitet. So fuhrt die Gabe von Zellgiften, wie Cytostatika, oder die Bestrahlung bei Krebszellen zur Resi- 
stenzentwicklung und dariiber hinaus zu einer Schadigung normaler Zellen, bei denen eigentlich keine Apoptose ausge- 
lost werden sollte. 

[0005] Im allgemeinen wird z. B. die Induktion der Apoptose vorgeschlagen zur Behandlung von Krebs, zur Verhinde- 
rung von angiogenetischen Vorgangen etc. Obwohl hier bereits Induktoren beschrieben wurden, weisen diese noch im- 
25 mer eine Reihe von Nachteilen auf. Beispielsweise erzeugen Cytostatika schwere Nebenwirkungen. 

[0006] Es werden aber auch pathologische Zustande diskutiert, bei denen die Apoptose negative Auswirkungen hat, 
und zu deren Behandlung die Apoptose inhibiert werden muB. 

[0007] Ein Beispiel fur eine solche Krankheit ist die Ateriosklerose. Insbesondere konnte von den Erflndern schon fni- 
her gezeigt werden, daB gerade im Bereich der ateriosklerotischen Plaques apoptotische Zellen (besonders: Endothelzel- 
30 len, glatte Muskelzellen) auftreten, und daB dieses Auftreten durch gestorte Stromungsverhaltnisse verstarkt wird, also 
stromungsabhangig ist (Freyberg et al., BBRC, 286, 141-149, 2001). Weiterhin konnten die Erfinder zeigen, daB Sub- 
stanzen, die die Bindung von TSP-1 an IAP und/oder ctvfc inhibieren, auch die stromungsabhangige Apoptose weitge- 
hend inhibieren konnen. 

[0008] Weitere Krankheiten, die in Zusammenhang mit einer verstarkt auftretenden Apoptose diskutiert werden, sind 
35 AIDS und Alzheimer. 

[0009] Es besteht daher ein hoher Bedarf an Substanzen, die die Apoptose positiv oder negativ beeinflussen. Insbeson- 
dere ware es giinstig, die stromungsabhangige und mit der Ateriosklerose ursachlich verbundene Apoptose inhibieren zu 
konnen. Weiterhin besteht hoher Bedarf an pharmazeutischen Formulierungen, die solche Substanzen enthalten, und die 
zur Behandlung von Zustanden eingesetzt werden konnen, bei denen die Inhibition oder die Induktion der Apoptose an- 
40 gezeigt ist, insbesondere zur Behandlung der Arteriosklerose, aber auch von AIDS, Alzheimer und Krebs. Diese Sub- 
stanzen sollten dabei moglichst von geringem Molekulargewicht und/oder kleine Peptide sein, urn eine gute Bioverfug- 
barkeit zu gewahrleisten. 

[0010] Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es daher, apoptotisch wirksame Substanzen, bevorzugt Peptide, zur 
Verfugung zu stellen. Insbesondere war es eine weitere Aufgabe der vorliegenden Erfindung, Substanzen, bevorzugt 
45 Peptide, zur Verfugung zu stellen, die eine durch TSP- 1 induzierte stromungsabhangige Apoptose der Endothelzellen in- 
hibieren konnen. Eine weitere Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es, pharmazeutische Zubereitungen zur Nferfu- 
gung zu stellen, mit denen Krankheiten wie AIDS, Alzheimer und Krebs behandelt werden konnen, bei denen die Inhi- 
bition oder Induktion von Apoptose angezeigt ist. 

[0011] Diese und weitere, nicht explizit genannte Aufgaben, die sich aber aus der vorangegangenen Wiirdigung des 
50 Stands der Technik ohne weiteres ergeben, werden durch die in den Anspriichen definierten Ausfuhrungsbeispiele der 
vorliegenden Erfindung gelost. 

[0012] Insbesondere wird diese Aufgabe durch zur Verfugungstellen von Substanzen, die Peptide mit einer der in den 
SEQ ID NOs 1 bis 17 dargestellten Aminosauresequenzen umfassen. 

[0013] Unter einem bevorzugten Ausfuhrungsbeispiel der vorliegenden Erfindung handelt es sich dabei um Apoptose 
55 inhibierende Substanzen, die Aminosauresequenzen der allgemeinen Formel (1): 

R.A r Y-V-V-M umfassen, 

wobei Ai fur A, D, E, G, M, N, T, W oder Y steht, oder pharmazeutisch annehmbare Salze dieser Substanzen. 
60 [0014] Unter einem weiteren bevorzugten Ausfuhrungsbeispiel der vorliegenden Erfindung handelt es sich dabei um 
Apoptose induzierende Substanzen, die Aminosauresequenzen der allgemeinen Formel (2): 

R-A2-Y-V-V-A3 umfassen, 

65 wobei A 2 fur A, L, P, S oder C stent, und A 3 , falls A 2 fur A steht, A ist, und falls A 2 fur L, P, S oder C steht, M ist, oder 
pharmazeutisch annehmbare Salze dieser Substanzen. 

[0015] Fiir die Zwecke der vorliegenden Erfindung wird der international ubliche Einbuchstabencode fur Aminosauren 
verwendet, A steht also fur Alanin (Ala), C fur Cystein (Cys), D fur Asparaginsaure (Asp), E fur Glutaminsaure (Glu), F 
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fur Phenylalanin (Phe), G fiir Giycin (Gly), L fur Leucin (Leu), M fur Methionin (Met), N fiir Asparagin (Asn), P fur Pro- 
lin (Pro), R fiir Arginin (Arg), S fiir Serin (Ser), T fur TTireonin (Thr), V fiir Valin (Val), W fur Tryptophan (Trp) und Y 
furTyrosin (Tyr). 

[0016J Unter einem besonders bevorzugten Gesichtspunkt betriffl die vorliegende Erfindung daher Apoptose inhibie- 
rende Substanzen, bevorzugt Proteine oder Peptide, die eine der unter SEQ ID NO 1 bis SEQ ID NO 11 gezeigten Pep- 5 
tidsequenzen umfassen, oder deren entsprechende pharmazeutisch annehmbare Salze. 

[0017] Unter einem weiteren besonders bevorzugten Gesichtspunkt betrifft die vorliegende Erfindung auch Apoptose 
induzierende Substanzen, bevorzugt Proteine oder Peptide, die eine der unter SEQ ID NO 12 bis SEQ ID NO 17 gezeig- 
ten Peptidsequenzen umfassen, oder deren entsprechende pharmazeutisch annehmbare Salze. 

[0018] Weiterhin betrifft die vorliegende Erfindung die Verwendung der erfindungsgemaBen Substanzen, bevorzugt to 
Proteine oder Peptide umfassend mindestens eine der in SEQ ID NO 1 bis SEQ ID NO 11 dargeslellten Aminosaurese- 
quenz zur Herstellung von Medikamenten, insbesondere zur Herstellung von Medikamenten zur Behandlung von Arte- 
riosklerose, AIDS und Alzheimer, und ganz besonders bevorzugt hierbei Arteriosklerose. 

(0019] Weiterhin betriffl die vorliegende Erfindung die Verwendung der erfindungsgemaBen Peptide umfassendminde- 
stens eine der in SEQ ID NO 12 bis SEQ ID NO 17 dargesteliten Aminosauresequenz zur Herstellung von Medikamen- 15 
ten, insbesondere zur Herstellung von Medikamenten zur Behandlung von Krebs. 

[0020] Uberraschenderweise wurde von den Erfindern gezeigt, daB Peptide die eine durch Formel ( 1 ) dargestellte Ami- 
nosauresequenz umfassen, in iiberaus starkem MaBe Apoptose inhibieren. Insbesondere sind diese Peptide hervorragend 
dazu geeignet, die stromungsabhangige, TSP-1 induzierte Apoptose von Endothelzellen zu inhibieren. Es wird jedoch 
vermutet, daB diese Peptide auch dazu in der Lage sind, bei anderen Zellen die Apoptose zu inhibieren. 20 
[0021] Als ganz besonders bevorzugte Ausfuhrungsbeispiele der vorliegenden Erfindung werden folgende Peptide/ 
Peptidsequenzen zur Verrugung gestellL* 

1 . R-A- Y- V- V-M (SEQ ID NO 1) 

2. R-W-Y-V- V-M (SEQ ID NO 2) 25 

3. R-Y-Y-V-V-M(SEQIDN03) 

4. R-E-Y-V-V-M(SEQIDN04) 

5. K-R-A-Y- V-V-M-W-K-K (SEQ ID NO 5) 

6. K-R-E-Y- V-V-M-W-K-K (SEQ ID NO 6) 

7. R-G-Y-V-V-M(SEQIDN0 7) 30 

8. R-M-Y-V- V-M (SEQ ID NO 8) 

9. R-T-Y-V-V-M(SEQK>N0 9) 

10. R-N-Y-V-V-M (SEQ ID NO 10) 

11. R-D-Y-V-V-M (SEQ ID NO 11) 

12. M-V-V-Y-F-R (SEQ ID NO 12) 35 

13. R- A-Y- V-V-A (SEQ ID NO 13) 

14. R-L-Y-V- V-M (SEQ ID NO 14) 

15. R-P-Y-V-V-M (SEQ ID NO 15) 

16. R-S-Y-V-V-M (SEQ ID NO 16) 

17. R-C-Y-V-V-M (SEQ ID NO 17) 40 

[0022] Fiir die Zwecke der vorliegenden Erfindung wird unter dem Begriff "Peptid" eine Substanz verstanden, die aus 
einer oder mehrere Ketten von mehreren, d. h. 2 oder mehr, durch Pepudbindungen verbundenen Aminosauren, bestehL 
[0023] Fiir die Zwecke der vorliegenden Erfindung wird unter dem Begriff "FTotein" eine Substanz verstanden, in der 
mehrere "Peptide" durch Peptidbindungen miteinander verbunden sind. Diese Definition umfasst gleichermaBen native 45 
Proteine als auch zumindest teilweise "kunstliche" Proteine, wobei solche "kunstlichen" Proteine z. B. durch Anfugen 
von chemischen Resten an die Aminosaurekette verandert sein konnen, die bei nativen Proteinen normalerweise nicht 
vorkommen. 

[0024] Fiir die Zwecke der vorliegenden Erfindung wird unter "apoptotisch wirksam" verstanden, dass der Zusatz der 
entsprechenden Substanz in das in den Beispielen 5 und 6 gezeigte Testsystem einen positiven oder negativen Inhibiti- 50 
onsindex erzeugt. Insbesondere werden hierfur Endothelzellen, besonders bevorzugt HUVEC, in Medium kultiviert, 
welches 1 ug TSP-1 pro ml enthalt Die prozentuaien Apoptosewerte dieser Positivkontrolle dienen dann wie in den Bei- 
spielen gezeigt der Berechnung des Inhibitionsindex fur die Substanzen, die als potentielle Inhibitoren zusammen mil 
dem Induktor TSP-1 in parallelen Untersuchungen eingesetzt werden. Eine Negativkontrolle zeigt das Fehlen sonstiger 
Induktoren an. 55 
[0025] Ein positiver Inhibitionsindex zeigt dabei an, dass die entsprechende Substanz die Apoptose inhibiert Ein ne- 
gativer Inhibitionsindex zeigt dabei an, dass die verwendete Substanz die Apoptose induziert, d. h. die TSP-1 induzierte 
Apoptose verstarkt. 

[0026] Native Peptide weisen allerdings oft eine geringe metabolische Stabilitat gegeniiber Peplidasen und eine relativ 
schlechte Bioverfugbarkeit auf. 60 
[0027] Ausgehend von den oben gezeigten Peptiden kann der Fachmann ohne erfinderisches Zutun eine ganze Reihe 
von abgeleiteten Verbindungen entwickeln, die eine ahnliche oder gleichartige Wirkungsweise besitzen, und die u. a. 
auch Peptidmirnetica genannt werden. 

[0028] Als Peptidmirnetica werden dabei fur die Zwecke der vorliegenden Erfindung Verbindungen bezeichnet, wel- 
che die Struktur von Peptiden nachahmen und als Liganden in der Lage sind, die biologische Akti vital auf Rezeptor-/En- 65 
zymebene zu imilieren (Agonist) oder zu blockieren (Antagonist). Vor allem sollen die Peptidmirnetica eine verbesserte 
Bioverfugbarkeit und eine verbessert metabolische Stabilitat aufweisen. Die Art der Mimetisierung kann von der leicht 
veranderten Ausgangsstruktur bis zum reinen Nichtpeptid reichen. Siehe beispielsweise A. Adang et al, Reel. Trav. 
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Chim. Pays-Bas 113 (1994), 63-78. 

[0029] Im Prinzip bieten sicb folgende Moglichkeiten zur Mimetisiening/Derivalisiemng einer Peptidstmktur an: 

- Verwendung von D- statl L-Anunosauren 

5 - Modifizierung der Seitenkette von Arninosauren 

- Veranderung/Verlangerung der Peptidhauptkette 

- Cyclisiemng zur Konformationsstabilisierung 

- Verwendung von lemplaten, die eine bestimmte Sekundarstruktur erzwingen 

10 [0030] Wahrend die proteolytische Stabilitat eines Peptids durch Austausch von L- gegen D- Aminosauren gesteigert 
werden kann, fUhrt die Modifikalion der Seitenketten einer der Aminosauren oft zu einer Verbesserung der Bindungsei- 
genschaften des gesamten Peptids. 

[0031] Bei der Veranderung des Peptidriickgrates erfolgt in der Regel ein Austausch einer Amidgruppe gegen amid- 
ahnliche Gruppierungen (J. Gante, Angew. Chem. 106 (1994), 1780-1802). Durch diese MaBnahmen lassen sich sowohl 

15 die Bindungsaffinitai als auch die metabolische Stabilitat des nativen Peptids beeinfiussen. 

[0032] Durch die Cyclisiemng eines linearen Peptids wird dessen Flexibilitat und damit dessen giobale Konformation 
festgeiegt. Bei Fixierung der biologisch akli ven Konformation wird die Affinitat des Peptids zum Rezeptor erhoht, da die 
Entropieabnahme bei der Bindung kleiner ist als bei der Bindung eines flexiblen, linearen Peptids. Zu diesem Zweck 
werden Aminosaureseitenketien, die nicht an der Rezeptorerkennung beteiligt sind, miteinander oder mit dem Peptidge- 

20 rust verkniipft. 

[0033] Die Sekundarstruktur des Peptids spielt eine entscheidende Rolle fiir die molekulare Erkennung des Rezeptors. 
Neben a-Helix und P-Faltblatt sind sogenannte Turns als Wendepunkte in der Peptidkette wichtige Konformationsele- 
mente. Der Ersatz dieser Struktureinheiten durch einen Baustein, welcher nach dem Einfiigen in ein Peptid eine defi- 
nierte Sekundarstruktur stabilisiert, hat zum Konzept des SekundarstirJcturmimeticum gefuhrt. 
25 [0034] Auch die Wasserloslichkeit der Peptide kann beispielsweise durch Einfiihrung von S- und C-Glycopeptid Deri- 
vaten erhoht werden. Weitere Mafinahmen konnen beispielsweise die PEGylierung der Peptide sein. 
[0035] Auch die Lipophilic der Hexapeptide kann erhoht werden, indem beispielsweise Phenylalanine an die Peptid- 
sequenz angehangt werden. 

[0036] Die Cyclisierung bzw. die N-terminale Modification von Peptiden wird z. B. von Borchard, Journal of control- 
30 led Release 62 (1999), 231-238 und von Blackwell et al., J. Org. Chem. 10 (2001), 5291-302 beschrieben. 

[0037] Es ist daher klar, dafi der Fachmann ausgehend von dem durch die vorliegende Erfindung vermittelte Wissen 
mit Leichtigkeit zu einer ganzen Reihe von abgeleiteten Peptidmimetika gelangen kann, die jedoch alle von der vorlie- 
genden Erfindung mitumfasst sind. 

[0038] Unter einem weiteren bevorzugten Gesichtspunkt stellt die vorliegende Erfindung daher auch Peptidmimetica 
35 zur Verfiigung, die aus den SEQ ID Nos 1-17 abgeleitetet sind, sowie Substanzen, die solche Peptidmimetica umfassen. 
[0039] Insbesondere stellt die vorliegende Erfindung unter einem weiteren bevorzugten Gesichtspunkt die Verwen- 
dung von aus den SEQ ID Nos 1 bis 11 abgeleiteten Peptidmimetica und solche Peptidmimetica umfassenden Substan- 
zen zur Herstellung eines Medikamentes zur Behandlung von Ateriosklerose, AIDS und Alzheimer, und hierbei bevor- 
zugt Ateriosklerose zur Verfiigung. 
40 [0040] Insbesondere stellt die vorliegende Erfindung unter einem weiteren bevorzugten Gesichtspunkt die Verwen- 
dung von aus den SEQ ID NOs 12 bis 17 abgeleiteten Peptidmimetica und solche Peptidmimetica umfassenden Substan- 
zen zur Herstellung eines Medikamentes zur Behandlung von Krebs zur Verfiigung. 

[0041] ErfindungsgemaBe Substanzen, die aktive Bestandteile einer pharmazeutischen Zubereitung sind, werden im 
Allgemeinen in einem pharmazeutisch annehmbaren Trager gelost. Beispiele fur pharmazeutisch annehmbare Trager 
45 konnen PurTerlosungen wie Phosphatpuflfer oder Citratpuffer sein. Zur Aufrechterhaltung der Aktivitat der Peptide kon- 
nen auch Reagentien zugesetzt werden, die pharmazeutisch annehmbar sind und beispielsweise ein reduzierendes Milieu 
in der pharmazeutischen Zubereitung aufrechterhalten. 

[0042] Die spezifische Dosierung und Posologie ist fiir jeden Patienten von einer Anzahl von Faktoren abhangig, ein- 
schlieBlicb der Akti vital der verwendeten spezifischen Verbindungen, dem Alter des Patienten, dem Korpergewicht, dem 

50 allgemeinen Gesundheitszustand, dem Geschlecht, der Ernahrung, der Zeit der Verabreichung, dem Weg der Verabrei- 
chung, der Exkretionsrate, der Verbindung mit anderen Arzneimitteln und der Schwere der einzeinen Erkrankung, fur die 
die Therapie angewandt wird. Sie wird von einem Arzt in Abhangigkeit von diesen Faktoren ermittelt. 
[0043] Peptidmedikamente werden ublicherweise parenteral verabreicht, z. B. durch ein Inhalationsspray, rektal, durch 
subkutane, intravenbse, intramuskulare, intraartikulare und intrathecale Injektions- und Infusionstechniken, oder auBer- 

55 lich in pharmazeutischen Formulierungen, welche kon ventionelle, pharmazeuti sch annehmbare Trager, Adj uvantien und 
Vehikel enthalten. Je nach Art der idenlifizierten Substanz kommen auch andere Verabreichungswege in Betracht, z. B. 
oral. 

[0044] Die Erfindung stellt ebenso pharmazeutische Zusammensetzungen bereit, die eine wirksame Menge einer apop- 
lotisch wirksamen Substanz, bevorzugt eines Peptids, Proteins oder Pepudmimeticums in Kombinalion mit einem kon- 

60 ventionellen pharmazeutischen Trager umfassen. Ein pharmazeutischer Trager ist z. B . ein fester oder flussiger Fiillstoff, 
ein Verkapselungsmaterial oder ein Losungsmittel. Beispiele fur Materialien, die als pharmazeutische Trager dienen kon- 
nen, sind Zucker wie Lactose, Glucose und Saccharose; Starke wie Maisstarke und Kartoffelstarke; Cellulose und deren 
Derivate wie Natriumcarboxymethylcellulose, Ethylcellulose und Celluloseacetat; pulverisierter Tragacanth; Malz; Ge- 
latine; Talg; Arzneimittelu*ager wie KakaobuUer und Zapfchenwachse; Ole wie Erdnussol, Baumwollsamenol, Farberdi- 

65 stelol, Sesamol, Ob'venol, Maisol und Sojabohnenol; Polyole wie Propylenglykol, Glycerin, Sorbitol, Mannitol und Po- 
lyethylenglykol; Ester wie Ethyloleat und Ethyllaureat; Agar; PuflfermiUel wie Magnesiumhydroxid und Alurainiumhy- 
droxid; Alginsaure; Pyrogen-freies Wasser, isotonische Salzlosung; Ringers Losung, Ethylalkohol und Phosphatpuffer- 
losungen wie auch andere nichttoxische kompatible Substanzen, die in pharmazeutischen Formulierungen verwendet 
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werden. Benetzungsmittel, Emulgatoren und Gleitmittel wie Natriumlaurylsulfal und Magnesiumstearat, wie auch Far- 
bemittel, Beschichtungsmittel sowie Parfumierungsmiuel und Konservierungsstoffe konnen ebenso in den Zubereitun- 
gen vorhanden sein, entsprechend den Anforderungen des Galenikers. Die Menge des aktiven WirkstofTes, der mil den 
Tragermaterialien kombiniert wind, uin eine Einzeldosis zu produzieren, wind abhangig von dem behandelten Palienlen 
und der speziellen Methode der Verabreichung variieren. 5 
[0045] Pharmazeuusch annehmbare Salze der erfindungsgemaBen Substanzen, bevorzugt Peptide, Proteine oder Pep- 
tidmimetica konnen auf gut bekanntem Weg, beispielsweise durch Losen der erfindungsgemaBen Verbindungen in der 
entsprechenden, verdtinnten Saure oder Base, z. B. Salzsaure oder Natronlauge, und anschliessendem Gefriertrocknen 
hergestellt werden. Metallsalze konnen erhalten werden durch Losen der erfindungsgemaBen Verbindungen in Losun- 
gen, die das entsprechende Ion enthalten, und anschlieBendem Isolieren der Vferbindung iiber HPLC oder Gelpermeati- 10 
onsverfahren. 

[0046] Die folgenden Beispiele erlautem die Erfindung nahen 



Subkultivierung adharenter Zellen 
Losungen (steril) 

PBS 
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BEISPIEL 1 

Kultivierung von humanen Endothelzellen aus Nabelschnur-Venen (HUVEC) 
Losungen (steril) 

Kulturmedium: IF-Basalraedium + 15% (v/v) NCS, 5 ug/ml Transferrin, 5 pg/ml Heparin, 0,7 ug/ml FGF, 2 mM L-Glu- 20 
tamin [IF-Basalmedium: 1 : 1-Mischung aus Iscove's Modifiziertem Dulbecco's Medium (IMDM) und Ham's F12, beide 
von Life Technologies, Paisley (England)] 
NCS: Serum neugeborener Kaiber (Sebak, Aidenbach) 

FGF: Fibroblastenwachstumsfaktor (eigene Herstellung, gereinigt aus Schweinehirn) 

25 

Materialien 

ZellkulturgefaBe, gelatiniert 

Durchfuhrung 30 

[0047] Die Kultivierung von HUVEC erfolgt in gelatinebeschichteten KulturgefaBen bei 37°C, 5% CO2 und Wasser- 
dampf-gesatligter Atmosphare. Das Kulturmedium wird alle 2-3 Tage gewechselt; bei Konfluenz werden die Zellen mil 
einer Teilungsrate von 1 : 3 bis 1 : 5 passagiert HUVEC wachsen streng kontaktinhibiert und bilden einschichtige Zell- 
rasen mit der typischen Kopfsteinpflastermorphologie. Bei Konfluenz erreichen die Kulturen Zelldichten von 4-9 x 35 
10 4 Zellen/cm 2 . Fur Apoptoseuntersuchungen werden ausschlieBlich HUVEC-Kulturen der Passagen 1-4 verwendet. 

Beschichtung von KulturgefaBen 

Losungen (steril) 40 

Gelatinelosung, 1% (w/v) in Milli-Q-Wasser 

1 g Gelatine (zellkulturgetestet) in 100 ml Milli-Q-Wasser suspendieren, durch Autoklavieren fur 20 min bei 121°C und 

2 bar losen und bei Raumtemperatur lagern. 

PBS (140 mM NaCl, 3 mM KG, 8 mM Na 2 HP0 4 , 1,5 mM KH 2 P0 4 ) 45 

8g/lNaCl 

0,2 g/1 KC1 

l,44g/lNa2HP04x2H 2 0 
0,2 gA KH2PO4 

[0048] Die Salze in einem entsprechenden Volumen Milli-Q-Wasser losen, 20 min bei 121°C und 2 bar autoklavieren 50 
und bei Raumtemperatur lagern. Der pH-Wert wird uberpriift und liegt zwischen 7,2 und 7,4. 

Materialien 

ZellkulturgefaBe 55 

Durchfuhrung 

[0049] Fur die Kultivierung adharent wachsender Zellen werden KulturgefaBe mit Gelatine beschichtet. Der Boden der 
ZellkulturgefaBe wird mit steriler Gelatinelosung bedeckt, die ZellkulturgefaBe werden 15 min bei Raumtemperatur be- 60 
lassen. Die Gelatinelosung wird abgesaugt, die ZellkulturgefaBe werden einmal mit PBS gewaschen und konnen so ver- 
wendet werden. 
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Trypsin/EDTA-Losung 

0,05% (w/v) Trypsin und 0,02% (w/v)EDTA in PBS auflosen und steriffiltrieren. 

Materialien 

5 

ZellkulturgefaBe, gelalinierl 

Durchfuhrung 

10 [0050] Die Zellen werdcn mit Trypsin/EDTA-Losung von der Kulturflache abgelost. Das Kulturmediura wird abge- 
saugt, der Boden des KulturgefaBes kurz mil PBS gewaschen und niit Trypsin/EDTA-Losung (~1 ml fiir eine 25 cm 2 - 
Kulturflasche) bedeckL Die Enzymlosung wird sofort wieder abgesaugt, so daB ein dunner Fliissigkeilsfilm auf den Zel- 
len verbleibt. Die Zellen werden 1-10 min bei Raumtemperatur belassen und das Ablosen der Zellen unter dem Mikro- 
skop verfolgt. Das Ablosen der Zellen kann durch sanftes Aufschlagen des KulturgefaBes auf der Kante beschleunigt 

15 werden. Die Zellen werden in frischem Kulturmedium aufgenommen, eventuell gezahlt und in neue KulturgefaBe aus- 
gesat. 

BEISPIEL 2 

20 Bestimmung der Apoptoserate durch Farbung apoptotischer Zellen mit DAPI 

[0051] DAPI gehort zur IndolfarbstofTgruppe und ist ein selektiver DNS-FarbstofT. Der Farbstoff wird bei 340-360 nm 
angeregt, und das Emissionsmaximum liegt bei 480 nm. Er wird fur Apoptoseuntersuchungen eingesetzt [vgl. Cohen et 
al., Immunology Today, 14, No. 3, 126-130 (1993)]. 

25 

Morphologische Auswertung 
Losungen 

30 PBS 

Formaldehydldsung 

4% (v/v) Formaldehyd in PBS 

DAPI-Losung (Molecular Probes, Leiden, Niederlande) 

2 ug/ml DAPI in Methanol 

35 

Materialien 

Petrischale (35 mm) mit Zellen in Kultur 

40 Durchfuhrung 

[0052] Der Kulturiiberstand einer Petrischale wird abgesaugt, der Zellrasen wird 1 5 Minuten mit 1 ml Formaldehydlo- 
sung auf Eis fixiert, zweimal mit 2 ml PBS gewaschen, fur 15 Minuten mit 0,5 ml DAPI-Losung versetzt, mit PBS ge- 
waschen und unter dem Fluoreszenzmikroskop ausgewerteL Es wird mit dem UV-Filtersatz und einem 20 x oder 40 x 
45 Objektiv gearbeitet. 500-1000 Zellen werden zufallig ausgewahlt und die Zellen mit apoptoUschen Kernen gezahlt 
10053] Der Apoptose-Index wird nach folgender Formel berechnet: 

Apoptose-Index [%] = Anzahl apoptotischer Zellen/Gesamtzellzahl x 100 

50 

DurchfluBcytometrie 
Losungen 

55 PBS 
Medium 

Ethanol (p. a.) eisgekuhlt ( 20°C) 
DAPI-PufiFer 
D API-S tammlosung 
60 DAPI-Farbelosung 

Durchfuhrung 

[0054] Der Kulturiiberstand wird abgesaugt, und die Zellen werden, ohne sie mit PBS zu waschen, trypsinierL Die 
65 ZelJsuspension wird in Medium aufgenommen, gezahlt, bei 800 x g fur 5 Minuten zentrifugiert, das Sediment in 0,5 ml 
IF resuspendiert und in 1,5 ml eiskaltes Ethanol gelropft Die Suspension wird uber Nachl bei - 20°C gelagert. Nach er- 
neuter Zentrifugation und Resuspendierung des Sediments in 2 ml PBS folgt eine halbstiindige Inkubation bei 37°C, eine 
weitere Zentrifugation, Resuspendierung des Sediments in 5 ml DAPI-Losung und Auszahlung im DurchfluBcytometer 
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bei einer Zahlrate von 50-300 Ereignissen pro Sekunde. Die erhaltene Auftragung zeigt einen hohen Gipfel an Zellen in 
der Gi-Phase des Zellzyklus, gefolgt von einer Frakiion von Zellen in der S-Phase (mittlere Fluoreszenzintensitaten) und 
einem letzten Gipfel hoher Fluoreszenzintensitaten, der die Zellen in der GrPhase reprasentiert Apoptotische Zellen er- 
scheinen, bedingt durch die abnehniende absolute DNS-Menge pro Zelle, in einem Sub-Gi-Gipfel [Darzynklewicz Z. et 
al., Cytometry, 13, 795-808 (1992); Zamai L. et al., Cytometry, 14, 891-897 (1993)]. Dies zeigt das Auftreten einer 5 
Apoptose unter den gewahlten Bedingungen. 

BEISPIEL 3 

Induktion der Apoptose und Tcstsystem fur apoptotisch wirksame Peptide bzw. Proteine bei kultivierten Endothelzellen 10 

[0055] Die Zellen werden wie in Beispiel 1 beschrieben kultiviert. Nach dem Erreichen der vollstandigen Konfluenz 
werden die Zellen fur den Test eingesetzt. Zunachst wird Thrombospondin 1 (1 ug/ml) zu frischem Medium gegeben und 
mit der Wirkung von frischem Medium auf die Apoptoserate von HUVEC verglichen. Tabelle 1 zeigt, daB die Zugabe 
von Thrombospondin zu einer sig nifikanten Erhohung der Apoptoserate fiihrt Die beobachtete Apoptose bei Zugabe von 15 
frischem Medium wird durch das wahrend der Dauer des Experiments sekretierte Thrombospondin induziert. 

Tabelle 1 

Induktion der Apoptose bei HUVEC mit TSP-1 20 



Kulturmedium 


Apoptoserate (%) nach 24 h 


frisches Medium 


0,9 ±0,1 


frisch + TSP-1 (1 ug/ml) 


3,0 ±0,4 



BEISPIEL 4 30 
Peptidsyn these 

[0056] Die verwendeten Peptide wurden durch das NMI (Naturwissenschaftliches und Medizinisches Institut an der 
Uni Tubingen, Reutlingen, Deutschland) nach Vorgaben der CytoTools synthetisiert. 35 

BEISPIEL 5 

Identifikation von apoptotisch wirksamen Hexamer-Peptiden mit Hilfe des erfindungsgemaBen Verfahrens 

40 

[0057] Die Zellen werden wie in Beispiel 1 beschrieben kultiviert Die Zellen werden in die entsprechenden Kulturge- 
faBe (z. B. 24-Lochplatte/0,5 ml pro Kavitat) ausgesat und nach dem Erreichen der vollstandigen Konfluenz fur den Test 
eingesetzt. Die Zellen werden mil neuem Medium versorgt: 

(a) frisches Kulturmedium [Basisrate der Apoptose], 45 

(b) frisches Medium mit 1 ug/ml TSP-1 [Apoptose induzierende Substanz; Kontrolle], 

(c) Medium (b) + Peptid der SEQ ID NO 1, 1 nuM 

(d) Medium (b) + Peptid der SEQ ID NO 2, 1 mM 

(e) Medium (b) + Peptid der SEQ ID NO 3, 1 mM 

(0 Medium (b) + Peptid der SEQ ID NO 4, 1 mM SO 

(g) Medium (b) + Peptid der SEQ ID NO 7, 1 mM 

(h) Medium (b) + Peptid der SEQ ID NO 8, 1 mM 

(i) Medium (b) + Peptid der SEQ ID NO 9, 1 mM 
(j) Medium (b) + Peptid der SEQ ID NO 10, 1 mM 

(k) Medium (b) + Peptid der SEQ ID NO 1 1 , 1 mM 55 
(1) Medium (b) + Pepud der SEQ ID NO 12, 1 mM 
(m) Medium (b) + Peptid der SEQ ID NO 13, 1 mM 
(n) Medium (b) + Peptid der SEQ ID NO 14, 1 mM 
(o) Medium (b) + Peptid der SEQ ID NO 15, 1 mM 

(p) Medium (b) + Pepud der SEQ ID NO 16, 1 mM 60 
(q) Medium (b) + Peptid der SEQ ED NO 17, 1 mM 

[0058] Nach 24 h Inkubation unter Kulturbedingungen (Beispiel 1) werden die Zellen fixiert, mit DAH gefarbt und 
morphologisch unter dem Fluoreszenzmikroskop untersucht bzw. durchfluBcytometrisch untersucht. Die apoptotischen 
Zellen und die Gesamtzellzahl werden bestimmt und der Apoptoseindex berechnet (Prozent apoptotischer Zellen). Die 65 
Daten von 3 unabhangigen Experimenten mit der Angabe der Mittelwerte und der Standardabweichung sind in Tabelle 2 
angegeben. Inhibitorisch wirksame Peptide weisen erfindungsgemaB einen positiven Inhibitionsindex auf, wahrend in- 
duktorische Peptide erfindungsgemaB einen negativen Inhibtionsindex aufweisen. 
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Tabelle 2 



[0059] Es werden folgende Peptide getestet: 



5 




Aminosaure-Sequenz 


Apoptose 
index \%) 


Inhibitions 
-index 




K 


Kontrolle 


3,28 ±0,55 




10 


(1) 


R-A-Y-V-V-M 


0,83 ± 0,24 


+75,3 ± 7,5 




(2) 


R-W-Y-V-V-M 


1,30 ±0,26 


+61,9 ±7,7 


15 


(3) 


R-Y-Y-V-V-M 


0,85 ±0,1 7 


+74,7 ±5,0 


] (4) 


R-E-Y-V-V-M 


1,04 ±0,30 


+69,0 ±8,9 




(7) 


R-G-Y-V-V-M 


1,83 ±0,37 


+46,4 ± 11,1 


20 


(8) 


R-M-Y-V-V-M 


1,84 ±0,39 


+44,2 ± 11.6 




(9) 


R-T-Y-V-V-M 


1,86±0,36 


+44,5 ± 9,8 




(10) 


R-N-Y-V-V-M 


2,06±0,53 


+39,5 ± 15,8 


(11) 


R-D-Y-V-V-M 


2,12±0,47 


+37,3 ± 14,0 




(12) 


M-V-V-Y-F-R 


4,40±0,53 


-34,1 ±6,2 


30 


(13) 


R-A-Y-V-V-A 


4,98±0,3 


-51,8 ±6,0 




(14) 


R-L-Y-V-V-M 


6,41±0,63 


-95,4 ±6,1 


35 


(15) 


R-P-Y-V-V-M 


5,67±0,54 


-72,8 ± 6,4 




(16) 


R-S-Y-V-V-M 


6,86±0,37 


-108,4 ±3,7 




(17) 


R-C-Y-V-V-M 


13,97±0,35 


-326,5 ± 3,6 



40 



* positiver Inhibitionsindex = Substanz inhibiert; negativer Inhibitionsindex = 
Substanz induziert; 

[0060] ErfindungsgemaB wird der Inhibitionsindex wie folgt errechnet: 
-Inhibitionsindex [%] = (gemessener Apoptoseindex • 100/Apoptoseindexkonirolle) - 100 

50 BEISPIEL 6 

Verbesserung der Inhibitionswirkung durch Veriangerung der Aminosaurekette 

[0061] Die Zellkultivierung und die Tests wurden wie in Beispiel 5 beschrieben durchgefuhrt Die verwendeten Pep- 
55 tide sind in Tabelle 3 aufgefuhrt. 

60 

65 
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Tabelle 3 



Ergebnisse mit verlangerten Peptidsequenzen 



SEQ ID NO 


Aminosaure-Sequenz 


Apoptose 
-index |%1 


Inhibitions 
-index 




Kontrolle 


8,73 ± 0,43 




(5) 


K-R-A-Y-V-V-M-W-K-K 


0.37 ±0,22 


+95,8 ±2,6 




K-R-E-Y-V-V-M-W-K-K 


0,48 ± 0,22 


+94,5 ±2,5 



* positiver Inhibitionsindex = Substanz inhibiert; negativer Inhibitionsindex 
Substanz induziert; 
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SEQUENZPROTOKOLL 



<110> CytoTools GmbH 

<120> Apoptotisch wirksame Peptide 

5 <130> C 688 

<160> 17 

<170> Patentln version 3.1 

<210> l 

10 <211> 6 

<212> PRT 

<213> Kunstliche Sequenz 



<220> 

<223> Synthetisches Peptid 
<400> 1 

Arg Ala Tyr Val Val Met 



<210> 2 

25 <211> 6 

<212> PRT 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

30 <223> Synthetisches Peptid 

<400> 2 

Arg Trp Tyr Val Val Met 
35 1 5 



40 



<210> 3 

<211> 6 

<212> PRT 

<213> Kunstliche Sequenz 



<220> 

45 <223> Synthetisches Peptid 
<400> 3 

Arg Tyr Tyr Val Val Met 
50 i 5 



55 



60 



65 



10 



DE 101 63 130 A 1 

<210> 4 
<211> 6 
<212> PRT 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Synthetisches Peptid 
<400> 4 

Arg Glu Tyr Val Val Met 
1 5 



<210> 5 

<211> 10 

<212> PRT 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Synthetisches Peptid 

<400> 5 

Lys Arg Ala Tyr Val Val Met Trp Lys Lys 
1 5 io 



<210> 6 

<211> 10 

<212> PRT 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Synthetisches Peptid 

<400> 6 

Lys Arg Glu Tyr Val Val Met Trp Lys Lys 
1 5 10 



<210> 7 

<211> 6 

<212> PRT 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Synthetisches Peptid 

<400> 7 

Arg Gly Tyr Val Val Met 
1 5 
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<210> 8 

<211> 6 

<212> PRT 

<213> Kunstliche Sequen2 
<220> 

<223> Synthetisches Peptid 



10 <400> 8 



Arg Met Tyr Val Val Met 
1 S 



15 



<210> 


9 


<2U> 


6 


<212> 


PRT 


20 < 213 > 


Kunstliche Sequenz 


<220> 




<223> 


Synthetisches Peptid 


25 <400> 


9 



Arg Thr Tyr Val Val Met 
1 5 



10 
6 

PRT 

Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Synthetisches Peptid 
<400> 10 

Arg Asn Tyr Val Val Met 
1 5 



<210> 
<211> 
<212> 
<213> 



50 



<210> 


11 


<211> 


6 


<212> 


PRT 


<213> 


Kunstliche Sequenz 


<220> 




<223> 


Synthetisches Peptid 


<400> 


11 



Arg Asp Tyr Val Val Met 
1 5 



60 



65 
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<210> 12 

<211> 6 

<212> PRT 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Synthetisches Peptid 

<400> 12 

Met Val Val Tyr Phe Arg 
1 5 



<210> 13 

<211> 6 

<212> PRT 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Synthetisches Peptid 

<400> 13 

Arg Ala Tyr Val Val Ala 
1 5 



<210> 14 

<211> 6 

<212> PRT 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Synthetisches Peptid 

<400> 14 

Arg Leu Tyr Val Val Met 
1 5 



<210> 15 

<211> 6 

<212> PRT 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Synthetisches Peptid 

<400> 15 

Arg Pro Tyr Val Val Met 
1 5 



<210> 16 

<211> 6 

<212> PRT 

<213> Kunstliche Sequenz 
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<220> 

<223> Synthetisches Peptid 
<400> 16 

Arg Ser Tyr Val Val Met 
1 5 



<210> 17 

<211> 6 

<212> PRT 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Synthetisches Peptid 

<400> 17 

Arg Cys Tyr Val Val Met 
1 5 



Patentanspruche 

1. Apoptotisch wirksame Substanz, dadurch gekennzeichnet, dass sie mindestens einen Peptidanteil mit einer der 
in den SEQ ID NOs 1 bis 17 dargestellten Aminosauresequenzen umfasst. 

2. Substanz nach Anspruch 1, welche ein Peptid oder Protein ist. 

3. Substanz nach Anspruch 1, ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus den in SEQ ID NO 1 bis SEQ ID NO 17 
dargestellten Peptiden. 

4. Substanz nach Anspruch 1, welches ein aus einer der Aminosauresequenzen SEQ ID NO 1 bis SEQ ID NO 17 
abgeleitetes Pepudmimeticum ist 

5. Apoptotisch wirksame Substanz nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass sie mindestens 
einen Peptidanteil mil einer der in den SEQ ID NOs 1 bis 1 1 dargestellten Aminosauresequenzen oder ein davon ab- 
geleitetes Peptidmimeticum umfasst und anti-apoptotisch wirksam ist 

6. Apoptotisch wirksame Substanz nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass sie mindestens 
einen Peptidanteil mit einer der in den SEQ ED NOs 12 bis 17 dargestellten Aminosauresequenzen oder ein davon 
abgeleitetes Peptidmimeticum umfasst und Apoptose-induzierend wirksam ist 

7. Pharmazeutische Zusammensetzung, umfassend mindestens eine Substanz nach einem der Anspriiche 1 bis 6 
oder ein pharmazeutisch annehmbares Salz dieser Substanz und einen pharmazeutisch annehmbaren Trager. 

8. Verwendung einer Substanz nach einem der Anspriiche 1 bis 6 oder eines pharmazeutisch annehmbaren Salz 
hierzu zur Herstellung eines Medikamentes. 

9. Verwendung einer Substanz nach Anspruch 5 oder eines pharmazeutisch annehmbaren Salz hierzu zur Herstel- 
lung eines Medikamentes zur Behandlung der Arteriosklerose. 

10. Verwendung einer Substanz nach Anspruch 5 oder eines pharmazeutisch annehmbaren Salz hierzu zur Herstel- 
lung eines Medikamentes zur Behandlung der Alzheimer-Erkrankung. 

1 1 . Verwendung einer Substanz nach Anspruch 5 oder eines pharmazeutisch a-nehmbaren Salz hierzu zur Herstel- 
lung eines Medikamentes zur Behandlung von AIDS. 

12. Verwendung einer Substanz nach Anspruch 6 oder eines pharmazeutisch a-nehmbaren Salz hierzu zur Herstel- 
lung eines Medikamentes zur Behandlung von Krebs. 
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